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Wisfatyna — enzym, cytokina
czy adipokina? Funkcje biologiczne
wisfatyny in vitro
Visfatin — an enzyme, a cytokine or an adipokine? Biological functions of visfatin in vitro

S T R E S Z C Z E N I E

Wisfatyna (czynnik stymulujący kolonię pre-B-1 [PBEF-1]/fosfory-

bozylotransferaza nikotynamidu [Nampt]) jest enzymem szlaku re-

zerwowego biosyntezy NAD+ z nikotynamidu. Zwiększoną ekspre-

sję wisfatyny potwierdzono w tkance tłuszczowej, leukocytach oraz

w komórkach nowotworowych raka odbytnicy i raka gruczołu kro-

kowego u ludzi i zwierząt. Enzym Nampt u ssaków występuje

w dwóch różnych izoformach — wewnątrzkomórkowej (iNampt)

i zewnątrzkomórkowej (eNampt). Z jednej strony, wewnątrzkomór-

kowa izoforma enzymu Nampt jest niezbędnym enzymem szlaku

syntezy NAD+, a z drugiej — zewnątrzkomórkową izoformę tego

białka opisano jako białko, które oddziałuje jako hormon insulino-

-mimetyczny, nazywany wisfatyną, albo jako zewnątrzkomórkowy

enzym szlaku biosyntezy NAD+, określany jako eNampt, lub od-

działuje jako cytokina i jest określana jako PBEF-1. Rekombino-

wana wisfatyna wykazuje właściwości immunomodulacyjne i może

aktywować ludzkie leukocyty, indukując wytwarzanie cytokin pro-

zapalnych (IL-1b, TNF-a i IL-6). Wisfatyna indukuje także tworzenie

reaktywnych form tlenu (ROS) w ludzkich komórkach śródbłonko-

wych izolowanych z żyły pępowinowej i w zróżnicowanych my-

sich miotubach in vitro. W niniejszym artykule przeglądowym pod-

sumowano historię badań i wykazano funkcje tego unikalnego biał-

ka w różnorodnym biologicznym kontekście badań in vitro.

Słowa kluczowe: wisfatyna, fosforybozylotransferaza nikotynami-

du (Nampt), czynnik stymulujący kolonię preB-1 (PBEF-1), adipokiny
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A B S T R A C T

Visfatin (pre-B colony enhancing factor-1 [PBEF-1]/nicotinamide

phosphoribosyltransferase [Nampt]) is the rate-limiting enzyme in the

salvage pathway of NAD+ biosynthesis from nicotinamide. Overex-

pression of visfatin has been confirmed in adipose tissue, white blood

cells and in colorectal and prostate cancer cells. Two isoforms of

Nampt, intra- and extracellular, have been identified in mammals. On

the one hand, the intracellular isoform (iNampt) is an essential en-

zyme of the NAD+ biosynthetic pathway, and on the other hand, the

extracellular isoform (eNampt) has been reported to act as an insulin-

-mimetic hormone called visfatin or an extracellular NAD+ biosynthet-

ic enzyme named eNampt or a cytokine named PBEF-1. Recombi-

nant visfatin has immunomodulating properties and can activate hu-

man leukocytes in vitro to induce cytokine production (IL-1b, TNF-a,

IL-6). Visfatin/eNampt also induces the formation of reactive oxygen

species (ROS) in human umbilical endothelial cells and differentiated

mouse myotubes in vitro. This review paper summarises the history

of research into visfatin and demonstrates the functions of this unique

protein in diverse biological in vitro contexts.

Key words: visfatin, nicotinamide phosphoribosyltransferase

(Nampt), pre-B colony enhancing factor-1 (PBEF-1), adipokines
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Wstęp

Wisfatyna została po raz pierwszy zidentyfikowana
jako cytokina przez Samala i wsp. [1] w 1994 roku.
Cytokina ta jest wydzielana przez aktywowane limfo-
cyty szpikowe, stymulując dojrzewanie limfocytów pre-
-B wspólnie z interleukiną 7 (IL-7, interleukin 7) oraz
czynnikiem wzrostowym komórek pnia (SCF, stem cell
factor) [1]. Poznana struktura krystaliczna wisfatyny
okazała się homologiczna z poznanym w latach 60. XX
wieku enzymem — fosforybozylotransferazą nikotyna-
midu (Nampt, nicotinamide phosphoribosyltransferase),
katalizującym przekształcenie nikotynamidu w mono-
nukleotyd nikotynamidowy (NMN, nicotinamide mono-
nucleotide), będący prekursorem w syntezie NAD+

w komórkach [2]. W wielu późniejszych pracach wska-
zano, że źródłem wisfatyny w ustroju może być niemal
każda tkanka, a jej poziom ekspresji jest tkankowo
specyficzny. W 2005 roku Fukuhara i wsp. [3] wyizolo-
wali z tkanki tłuszczowej białko wykazujące in vitro funk-
cję insulino-mimetyczną względem adipocytów, mio-
cytów oraz hepatocytów hodowanych in vitro. W każ-
dym przypadku izolowane białko okazało się tym sa-
mym, które izolowali pierwotnie Samal i wsp. przy
poszukiwaniu czynnika (cytokiny) stymulującego różni-
cowanie limfocytów pre-B. Obecnie nazwy dla tego
białka używa się naprzemiennie w postaci „wisfatyna/
/Nampt”. Donorem tego białka w ustroju jest nie tylko
tkanka tłuszczowa, a sama nazwa jednoznacznie wska-
zuje na źródło — trzewną tkankę tłuszczową (VAT, vi-
sceral fat tissue). Wydaje się, że wisfatyna, zależnie od
pochodzenia, stężenia oraz modelu doświadczalnego,
może wykazywać różne funkcje biologiczne o odmien-
nym mechanizmie działania, zależnie od użytego mo-
delu in vitro.

Struktura wisfatyny

Wykazano, że wisfatyna występuje w dwóch izo-
formach: węwnątrzkomórkowej (iNampt) i pozakomór-

kowej (eNampt). Wydzielana pozakomórkowo wystę-
puje w konformacji dimeru i jest uwalniana bez udziału
aparatu Golgiego z komórek w drodze niepoznanego
mechanizmu. Wisfatyna/Nampt składa się z dwóch
domen, w obrębie których występują antyrównoległe
struktury b-beczułki oraz a-helisy. Domena katalitycz-
na, zawierająca reszty tyrozyny (Tyr18) oraz fenyloala-
niny (Phe193), wiąże substrat — nikotynamid (witamina
PP, niacyna), katalizując reakcję syntezy NMN [4]. Wis-
fatyna/iNampt jako enzym wewnątrzkomórkowy ana-
logicznie zwiększa stężenie NMN w cytozolu [5]. Na
rycinie 1 przedstawiono reakcję enzymatyczną katali-
zowaną przez enzym — fosforybozylotransferazę ni-
kotynamidu (wisfatyna/Nampt).

Wspólny gen kodujący wisfatynę/iNampt/eNampt jest
zlokalizowany na długim ramieniu chromosomu 7 (7q22).
Białko to jest wytwarzane przez aktywowane limfocyty
[1], neutrofile [6], monocyty [7], makrofagi [8], hepato-
cyty [9], owodniowe komórki epitelialne [10], komórki
śródbłonkowe naczyń [11], fibroblasty maziowe [12],
komórki b trzustki [5] oraz adipocyty [13]. Revollo i wsp.
[5] wykazali, że mysie dojrzałe adipocyty brązowej i bia-
łej tkanki tłuszczowej (WAT, white adipose tissue), odpo-
wiednio linia HIB-1B oraz 3T3-L1, wykazują ekspresję
wisfatyny in vitro. W mediach hodowlanych tych ko-
mórek udowodniono także obecność wisfatyny. Wzrost
ekspresji wisfatyny następował podczas różnicowania
preadipocytów w dojrzałe adipocyty tkanki tłuszczo-
wej. Ponadto autorzy wykazali zwiększony poziom eks-
presji wisfatyny/iNampt w homogenatach tkankowych
nerki, wątroby czy brązowej tkanki tłuszczowej myszy
szczepu C57BL/6, natomiast w WAT, płucach, śledzio-
nie, jądrach i mięśniach poziom ekspresji tego białka
był niski. W tkance mózgowej oraz trzustce poziom eks-
presji wisfatyny/iNampt był praktycznie niewykrywalny
[5]. U człowieka największą liczbę kopii mRNA kodu-
jącego wisfatynę/iNampt wykazano w jednojądrzastych
komórkach krwi obwodowej oraz w homogenatach
tkankowych wątroby i płuc. Ekspresja genu kodujące-
go wisfatynę jest obecna w niemal każdej tkance ludz-
kiej i jej poziom jest tkankowo wysoce specyficzny [2].

Rycina 1. Reakcja enzymatyczna katalizowana przez fosforybozylotransferazę nikotynamidu (Nampt)
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Mechanizm oddziaływania wisfatyny
na komórki docelowe

Fukuhara i wsp. [3] w 2005 roku wykazali, że wisfa-
tyna wywołuje efekt insulino-mimetyczny w adipocy-
tach linii 3T3-F442A, miocytach linii L6 oraz hepatocy-
tach linii H4IIEC3 in vitro. Późniejsze dwie prace wska-
zują, że białko to wykazuje powyższy efekt także w ko-
mórkach mezangialnych nerek [14] oraz osteoblastach
[15]. Jednak w żadnej z powyższych prac nie dostar-
czono dowodów na bezpośrednie oddziaływanie wis-
fatyny z receptorem insulinowym (IR, insulin receptor).
W opozycji do wyników badań Fukuhary i wsp. znaj-
dują się badania Revollo i wsp. [5], którzy wskazują,
że wisfatyna oddziałuje na komórki docelowe bez
udziału aktywacji IR, w drodze zależnej od syntezy
NMN, przez funkcję katalityczną wisfatyny/Nampt. Po-
nadto Revollo i wsp. precyzyjnie odtworzyli warunki do-
świadczenia in vitro z pracy Fukuhary i wsp. z użyciem
tych samych linii komórkowych i nie potwierdzili wyni-
ków badań tej grupy dotyczących funkcji insulino-mi-
metycznej wisfatyny in vitro.

Obecnie uważa się, że wisfatyna wykazuje działa-
nie biologiczne głównie przez aktywność enzymatyczną
Nampt, dostarczając do komórek NMN, a nie w dro-
dze klasycznej interakcji ligand–IR [5, 16, 17]. Intere-
sujący wydaje się fakt, że insulina, transdukując sy-

gnał wzrostowy przez IR w komórkach docelowych,
podobnie jak wisfatyna może aktywować szlak kinaz
aktywowanych mitogenami (MAPK, mitogen-activated
protein kinases). Sugeruje się, że wisfatyna może akty-
wować tę samą drogę sygnałową bez udziału IR,
w sposób pośredni przez NMN. Niewykluczone jest tak-
że oddziaływanie wisfatyny z własnym, niezidentyfiko-
wanym do tej pory receptorem i aktywacja wewnątrz-
komórkowego szlaku insulinowego [4].

W innym badaniu dowiedziono, że efekt oddziały-
wania wisfatyny/eNampt z komórkami docelowymi nie
zależy od jej aktywności enzymatycznej. Li i wsp. [18]
wykazali, że wisfatyna/eNampt warunkuje efekt anty-
apoptotyczny względem neutrofili hodowanych in vi-
tro, a efekt ten całkowicie nie zależy od jej funkcji kata-
litycznej. Autorzy wykazali powyższy efekt oddziaływa-
nia wisfatyny w hodowli komórkowej z medium wol-
nym od nikotynamidu (substratu dla enzymu Nampt).
Ponadto dodanie inhibitora enzymu Nampt (APO866)
w środowisku reakcji także nie skutkowało zwiększe-
niem odsetka komórek wchodzących w drogę progra-
mowanej śmierci (apoptozy) [18].

Na rycinie 2 przedstawiono różne proponowane
mechanizmy oddziaływania wisfatyny na komórki do-
celowe.

Wykazano zwiększoną ekspresję genu kodujące-
go wisfatynę/iNampt w adipocytach i hepatocytach

Rycina 2. Proponowane mechanizmy oddziaływania wisfatyny na komórki docelowe (źródła: [3, 5, 8, 11, 19]); i/eNampt — fosforybozy-
lotransferaza nikotynamidu (izoforma wewnątrzkomórkowa i zewnątrzkomórkowa); NMN (nicotinamide mononucleotide) — mononukle-
otyd nikotynamidu; NAD+ — dinukleotyd nikotynamidoadeninowy; Nic (nicotinamide) — nikotynamid; Nmnat — adenylotransferaza
mononukleotydu nikotynamidowego
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ludzkich [5]. Wisfatyna/iNampt może być wydzielana
na zewnątrz komórek w drodze niepoznanego mecha-
nizmu niezależnie od funkcjonowania aparatu Golgie-
go [9]. W przestrzeni pozakomórkowej wisfatyna/
/eNampt może podlegać dimeryzacji i oddziaływać en-
dokrynnie w konformacji dimeru — jako egzoenzym
— na odległe tkanki i narządy, w tym regulować wy-
dzielanie insuliny po glukozie przez komórki b trzustki
przez zewnątrzkomórkową syntezę NMN. Komórki b

trzustki, pobierając produkt katalizy enzymu Nampt
(NMN), dostarczają substrat dla enzymu Nmnat —
adenylotransferazy mononukleotydu nikotynamidowe-
go, katalizującego drugi etap w syntezie NAD+ w ko-
mórce. Utrzymanie wysokiego stężenia eNampt w prze-
strzeni pozakomórkowej jest krytyczne dla utrzymania
odpowiedniego stężenia NAD+ w komórkach b trzustki,
gdyż w komórkach tej tkanki poziom ekspresji iNampt
jest stosunkowo niski. Zwiększenie wewnątrzkomórko-
wej puli NAD+ w komórce warunkuje zwiększenie eks-
presji genu kodującego deacetylazę Sirt-1, której aktyw-
ność wpływa na wydzielanie insuliny po glukozie [5].
Wisfatyna/eNampt może także oddziaływać na komór-
ki docelowe w konformacji monomerycznej przez od-
działywanie z receptorem insulinowym [3, 8, 14, 15] lub
z niezidentyfikowanym do tej pory receptorem [6, 7].

Wisfatyna wykazuje funkcje insulino-mimetyczne
poprzez oddziaływanie z receptorem insulinowym?

Wisfatyna została opisana jako nowa adipocytoki-
na o działaniu insulino-mimetycznym przez Fukuhara
i wsp. w 2005 roku [3]. Jest ona adipocytokiną wytwa-
rzaną głównie przez trzewną, a także podskórną tkan-
kę tłuszczową u ludzi i myszy [3]. Wang i wsp. [16]
wykazali zwiększoną ekspresję wisfatyny w okołona-
czyniowej tkance tłuszczowej, jak również stwierdzili
zwiększone stężenie wisfatyny w mediach kondycjo-
nowanych znad hodowli okołonaczyniowej szczurzej
tkanki tłuszczowej (PVATCM, peri-vascular-adipose-tis-
sue-conditioned media). Berndt i wsp. [20] oraz Fuku-
hara i wsp. [3] wykazali, że stężenie krążącej wisfatyny
dodatnio koreluje, odpowiednio, z zawartością VAT
oraz wskaźnikiem masy ciała (BMI, body mass index)
u ludzi. Wykazano, że stężenie wisfatyny może korelo-
wać z insulinoopornością, wykładnikami zaburzeń
metabolicznych w cukrzycy typu 2 [4], otyłości [21–
–22], a także z krążącymi czynnikami prozapalnymi,
będącymi markerami miażdżycy [23]. Fukuhara i wsp.
dowiedli, że wisfatyna/eNampt jest insulino-mimetykiem
i wykazuje efekt hipoglikemizujący in vivo oraz in vitro.
W badaniu in vitro autorzy zaobserwowali, że wisfaty-
na, podobnie jak insulina, indukuje fosforylację we-
wnątrzkomórkowych substratów receptora insulinowe-

go (IRS-1, insulin receptor substrate 1) oraz IRS-2
w adipocytach linii 3T3-F442A, miocytach linii L6 i he-
patocytach linii H4IIEC3 [24].

Właściwości insulino-mimetyczne wisfatyny potwier-
dzono także w osteoblastach [15] oraz w komórkach
mezangialnych nerek in vitro [14].

Stymulacja wisfatyną/eNampt osteoblastów in vitro
powodowała zwiększenie proliferacji oraz zwiększenie
poboru glukozy w tych komórkach. Osteoblasty pod-
dane działaniu inhibitora receptora insulinowego HNM-
-PA(AM)3 oraz wisfatyny/eNampt (100 ng/ml) nie wyka-
zywały powyższych efektów in vitro z powodu zaha-
mowania transdukcji sygnału z IR. Wykazano, że blo-
kowanie IR, w obecności wisfatyny oraz inhibitora IR,
nie doprowadza do fosforylacji cząsteczek IRS-1 oraz
IRS-2 w zakresie treoniny, blokując tym samym trans-
dukcję sygnału, co potwierdzono w teście immunopre-
cipitacji lizatów komórkowych [15]. Song i wsp. [14]
potwierdzili funkcję insulino-mimetyczną wisfatyny
w komórkach mezangialnych nerek linii MC in vitro. Pod
wpływem wisfatyny zaobserwowano zwiększoną eks-
presję transportera glukozy GLUT-1 i jego transloka-
cję do błony komórkowej oraz 2-krotny wzrost zużycia
glukozy w komórkach. Komórki linii MC, pod wpływem
wisfatyny, w hodowli w stężeniu 10 ng/ml zwiększały
o 80% ilość powstającego NMN w komórkach. Użycie
inhibitora fosforybozylotransferazy nikotynamidu —
FK866 (C15H20N2O) — w skojarzeniu z wisfatyną zmniej-
sza pobieranie glukozy do poziomu obserwowanego
w grupie kontrolnej. Zablokowanie ekspresji IR tech-
niką wyciszania genów (siRNA) także skutecznie blo-
kuje pobór glukozy przez komórki stymulowane wisfa-
tyną. W tym modelu doświadczalnym wisfatyna wyda-
je się wykazywać funkcje biologiczne zarówno poprzez
IR, jak i pośrednio przez NMN [14].

Wisfatyna oddziałuje na komórki docelowe,
wykazując właściwości katalityczne enzymu Nampt

Badania Revollo i wsp. [5], Wang i wsp. [16] oraz
Busso i wsp. [17] wskazują, że wisfatyna oddziałuje na
komórki docelowe bez udziału aktywacji IR, w drodze
zależnej od syntezy NMN przez funkcję katalityczną
wisfatyny/Nampt.

Revollo i wsp. [5] nie potwierdzili funkcji insulino-
-mimetycznej wisfatyny in vitro oraz in vivo. Wykazano
obecność wisfatyny w medium hodowlanym w pełni
zróżnicowanych mysich adipocytów izolowanych od
chorych z zespołem Simpson-Golabi-Behmel (SGBS,
Simpson-Golabi-Behmel syndrome) oraz komórek linii
3T3-L1. Wisfatyna nie wywołuje zwiększonego zużycia
glukozy przez te komórki. Wisfatyna nie aktywuje IR
oraz nie doprowadza do fosforylacji białek IRS-1, IRS-2,
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kinazy typu Akt w adipocytach linii SGBS oraz 3T3-L1.
Autorzy ci, przeprowadzając badania na heterozygo-
tycznych myszach transgenicznych z mutacją w obrę-
bie genu kodującego Nampt+/, dowiedli, że wisfatyna
wpływa w sposób pośredni na wydzielanie insuliny. Po
pierwsze, komórki b wysp trzustkowych izolowane
z myszy transgenicznych wykazują obniżoną sekrecję
insuliny po stymulacji glukozą oraz obniżenie o 1/3
wewnątrzkomórkowego stężenia NMN. Po drugie, ob-
niżone stężenie osoczowe NMN oraz e/Nampt wyka-
zano także in vivo u myszy Nampt+/–. Efekt ten był cał-
kowicie odwracalny w przypadku wykorzystania sty-
mulacji komórek b wysp trzustkowych in vitro za po-
mocą NMN (produktu katalizy enzymatycznej enzymu
Nampt) zarówno in vitro, jak i in vivo. Autorzy sugerują,
że wisfatyna/eNampt, dostarczając substratu NMN,
reguluje wydzielanie insuliny w sposób pośredni w ko-
mórkach b wysp trzustkowych przez zwiększenie eks-
presji genu kodującego białko Sirt-1 (ryc. 2) [5].

Wisfatyna/eNampt stymuluje także proliferację ko-
mórek mięśni gładkich (VSMC, vascular smooth mu-
scle cells) in vitro. Efekt ten nie jest związany z akty-
wacją IR. Wang i wsp. [16] poddawali komórki VSMC
działaniu różnych dawek (0,01 nM–10 nM) wisfatyny
przez 24 godziny i zaobserwowali zwiększoną, maksy-
malnie 2-krotnie, intensywność proliferacji komórek
w warunkach in vitro. Efekt ten był spowodowany zwięk-
szoną syntezą NMN w medium hodowlanym na skutek
aktywności enzymatycznej wisfatyny/eNampt. Mononu-
kleotyd nikotynamidowy pobierany przez komórki VSCM
aktywował szlak MAPK via Erk1/2 oraz białko p38.

Wisfatyna a nowotwory
Wisfatyna prawdopodobnie bierze także udział

w procesie kancerogenezy i progresji raka gruczołu kro-
kowego [25] oraz nowotworów przewodu pokarmowe-
go [26]. Wykazano jej zwiększoną ekspresję w komór-
kach glejaka [27], raka gruczołu krokowego [25], no-
wotworach jelita grubego [28], a zwłaszcza w komór-
kach nowotworowych niewrażliwych na chemioterapię.
Nadmierna ekspresja wisfatyny w tkance nowotworo-
wej glejaka złośliwego jest niekorzystnym czynnikiem
prognostycznym [27]. Wyniki nielicznych dotychczas
badań wskazują, że może mieć ona związek z choro-
bami nowotworowymi. Kitani i wsp. [2] dowiedli, że wis-
fatyna jest zlokalizowana w cytoplazmie intensywnie
proliferujących szczurzych komórek izolowanych
z guzów chromochłonnych linii PC-12, natomiast w ko-
mórkach PC-12, podlegających różnicowaniu pod
wpływem czynnika wzrostu nerwów (NGF, nerve growth
factor), jest ona zlokalizowana głównie w jądrze komór-
kowym. Zaskakujący wydaje się fakt, że w mediach

hodowlanych komórek linii PC-12 — Swiss 3T3 — nie
wykazano obecności wisfatyny. Autorzy stwierdzają, że
wisfatyna nie jest wydzielana przez komórki linii PC-12
oraz Swiss 3T3 do medium hodowlanego i przypusz-
czają, że funkcjonuje jako wewnątrzkomórkowe białko
kontrolujące cykl komórkowy i proces różnicowania
komórek [2]. Patel i wsp. [25] udowodnili, że wisfatyna
zwiększa proliferację oraz inwazyjność komórek raka
prostaty linii LNCaP oraz PC3 in vitro. W stężeniu 400
ng/ml dodana do hodowli komórkowej zwiększa o po-
łowę ekspresję metaloproteinazy MMP-2 oraz 1,5-krot-
nie MMP-9, co sugeruje, że w sposób bezpośredni może
zwiększać inwazyjność komórek raka prostaty in vitro.
Wisfatyna w stężeniach 25 ng/ml oraz 400 ng/ml zwięk-
szała intensywność proliferacji komórek androgenonie-
zależnego raka prostaty linii PC-3, odpowiednio o 30%
i 200%, nie wpływała jednak na proliferację androgeno-
zależnych komórek LNCaP. Wisfatyna w wysokim stę-
żeniu bezpośrednio oddziałuje na proliferację i inwazyj-
ność komórek androgenoniezależnego raka prostaty in
vitro wskutek aktywacji szlaku MAPK/Erk1/2 i p38 [25].

Komórki nowotworowe wykazują naturalną lub in-
dukowaną oporność na proces apoptozy [29]. Anty-
apoptotyczny efekt wisfatyny przez aktywację szlaku
sygnałowego kinaz PI3K/Akt zaobserwowano in vitro
w ludzkich monocytach izolowanych z krwi obwodo-
wej [28] oraz w ludzkich komórkach śródbłonkowych
żyły pępowinowej (HUVEC, human umbilical vein en-
dothelial cells) [11]. Wisfatyna wykazuje także efekt
antyapoptotyczny względem neutrofili in vitro, spowo-
dowany zmniejszeniem aktywności kaspazy 3 [6].
Szlak sygnałowy kinaz PI3K/Akt reguluje także eks-
presję genów kodujących metaloproteinazy macierzy
pozakomórkowej (MMPs, matrix metalloproteinases)
oraz czynnika wzrostu śródbłonka naczyniowego
(VEGF, vascular endothelial growth factor) kontrolu-
jących proces angiogenezy. Adya i wsp. [11] wyka-
zali, że po 5 minutach inkubacji HUVEC z wisfatyną
ponad 2-krotnie zwiększa się aktywność kinaz PI3K/
/Akt w lizatach komórkowych. Zwiększenie aktywno-
ści kinaz wiązało się ze wzrostem ekspresji genów
MMP-2, MMP-9 oraz VEGF. Wisfatyna w stężeniu 100 nM
zwiększa o 65% intensywność proliferacji komórek
śródbłonkowych in vitro. Wzrost ekspresji genów
MMPs oraz VEGF, pod wpływem stymulacji wisfatyną,
wiązał się także ze zwiększeniem migracji komórek
HUVEC w matrigelu in vitro [11]. Wisfatyna stymuluje
ponadto wytwarzanie białek MCP-1 oraz IL-6 w HU-
VEC in vitro. Zastosowanie inhibitorów kinaz wewnątrz-
komórkowych SB203580, wortmaniny oraz PD98059,
hamujących odpowiednio szlak sygnałowy p38/MAPK,
PI3K, Erk1/2, znosi powyższy efekt [23].
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Aktywacja szlaku sygnałowego PI3K/Akt wiąże się
z nabywaniem zdolności komórek nowotworowych
do przerzutowania, nabywania oporności na apop-
tozę oraz indukcji procesu chemooporności na che-
mioterapeutyki [30]. Mutacje w obrębie genu supre-
sji nowotworowej kodującego białko PTEN, hamują-
cego aktywację kinazy Akt, występują w 30% linii
komórek nowotworowych czerniaka [31]. Mutację
w obrębie genu kodującego białko N-Ras, składowej
szlaku sygnałowego Ras/Raf/MEK/ERK, wykazano
w 15% przypadków czerniaka złośliwego u ludzi, w tym
w liniach komórkowych: UKRV-Mel-15d, UKRV-Mel-19a,
Ma-Mel-28 oraz Ma-Mel-43 in vitro [32]. Końcowym
efektem aktywacji tego szlaku sygnałowego jest ak-
tywacja kinaz Erk1/2 promujących proliferację, zwięk-
szających inwazyjność komórek czerniaka oraz in-
dukujących oporność na apoptozę. W prawidłowych
komórkach kinaza Erk nie jest konstytutywnie aktyw-
na [33].

Wzrost ekspresji wisfatyny w komórkach nowotwo-
rowych w guzie pierwotnym może być spowodowany
hipoksją. Promotor genu kodującego wisfatynę ma dwa
regiony HRE (hypoxia response elements) zależne od
czynnika transkrypcyjnego indukowanego hipoksją
(HIF-1a, hypoxia inducible factor-1a). Zmniejszenie
prężności tlenu w tkance tłuszczowej osób otyłych
zwiększa aktywność promotora dla wisfatyny, nasila-
jąc ekspresję tego białka poprzez nadekspresję białka
HIF-1a w adipocytach [34]. Białko HIF-1a reguluje eks-
presję wielu genów, w tym: VEGF, leptyny, wisfatyny,
erytropoetyny i syntazy tlenku azotu. Induktorem eks-
presji HIF1-a są także onkogeny Src oraz Ras, które są
konstytutywnie transkrybowane w niektórych typach
nowotworów [24].

Z nielicznych badań wynika, że zastosowanie ni-
skocząsteczkowych inhibitorów wewnątrzkomórkowe-
go enzymu Nampt, takich jak APO866 [35], FK866 [36]
oraz CHS-828 [37], jest skuteczną formą terapii prze-
ciwnowotworowej. Nahimana i wsp. [35] wykazali sku-
teczność w eliminowaniu komórek wielu typów biała-
czek z zastosowaniem inhibitora enzymu Nampt
(APO866). Autorzy wykazali efekt cytotoksyczny
APO866 względem komórek ostrej białaczki limfobla-
stycznej linii B-ALL oraz przewlekłej białaczki mielobla-
stycznej linii CML. Autorzy ci nie stwierdzili cytotoksycz-
ności względem prawidłowych komórek progenitoro-
wych krwi. Efekt cytotoksyczny był spowodowany
zmniejszeniem stężenia wewnątrzkomórkowego NAD+

oraz adenozynotrifosforanu deoksyrybonukleozydu, in-
dukując proces śmierci komórek białaczkowych. Ba-
dacze stwierdzają, że indukcja śmierci komórek bia-
łaczkowych wynikała z obniżenia stężenia wewnątrz-

komórkowego NAD+ oraz powstałych uszkodzeń mi-
tochondrialnych w mechanizmie autofagii niezależnym
od aktywacji kaspaz.

Wisfatyna indukuje stres oksydacyjny w komórkach
Udowodniono także, że wisfatyna indukuje stres

oksydacyjny przez tworzenie wolnych rodników tleno-
wych w mysich miocytach [19] oraz komórkach śród-
błonka naczyń [11]. Stymuluje ona, zależnie od akty-
wacji szlaku sygnałowego, jądrowy czynnik transkryp-
cyjny kb (NF-kb, nuclear factor kb) i tworzenie wolnych
rodników tlenowych w mysich miocytach linii C2C12.
Stężenie 100 ng/ml wisfatyny po 18 godzinach stymu-
lacji 2-krotnie zwiększało stężenie anionorodnika po-
nadtlenkowego. Dodanie do hodowli prekursora glu-
tationu NAC (N-acetylocysteina) w stężeniu 1 mM skut-
kowało zmniejszeniem o 40% stężenia wolnych rodni-
ków tlenowych w komórkach. Użycie inhibitora czyn-
nika transkrypcyjnego NF-kb, białka IKK (IkB kinase)
w kombinacji z wisfatyną w hodowli zmniejszyło o 25%
produkcję wolnych rodników tlenowych w mysich mio-
cytach linii C2C12 in vitro [19].

Wisfatyna jako cytokina o funkcji immunomodulacyjnej
Wykazano zwiększone stężenie wisfatyny/eNampt

także w surowicy krwi pacjentów z chorobami o podło-
żu zapalnym, takich jak wrzodziejące zapalenie jelita
grubego [8], czy u pacjentów zakażonych wirusem za-
palenia wątroby typu C [38]. Zwiększoną ekspresję wis-
fatyny/iNampt zaobserwowano także w polipach jelita
grubego izolowanych od pacjentów z chorobą Leśniow-
skiego-Crohna [7] oraz neutrofilach izolowanych od pa-
cjentów z posocznicą [6]. Moschen i wsp. [7] dowie-
dli, że wisfatyna stymuluje ludzkie monocyty (CD14+)
do wydzielania cytokin prozapalnych IL-1b, IL-6 oraz
czynnika martwicy guza a (TNF-a, tumor necrosis fac-
tor a) in vitro. Zwiększa także ekspresję cząsteczek
kostymulujących CD54 (ICAM-1), CD40, CD80 (B7-1).
W badaniu tym autorzy stwierdzili ponadto, że wisfa-
tyna stymuluje również sekrecję IL-6 w makrofagach
oraz w komórkach dendrytycznych. Zastosowanie in-
hibitora kinazy proteinowej p38/MAPK w hodowli mo-
nocytów w obecności 100 ng/ml wisfatyny hamuje cał-
kowicie sekrecję cytokin IL-1b, IL-6, TNF-a oraz IL-10.
Stosowanie innego inhibitora kinazy typu MEK1
(MAP2K) powoduje, że monocyty stymulowane wis-
fatyną nie wydzielają cytokin prozapalnych IL-1b, IL-6
oraz TNF-a, ale nie wpływa na sekrecję cytokiny prze-
ciwzapalnej IL-10. Zablokowanie kinazy fosfatydylo-
inozytolu (PI3K, phosphatidylinositol 3 kinase) obniża
sekrecję TNF-a oraz IL-10 w monocytach stymulowa-
nych wisfatyną [7]. Ponieważ aktywacja kinazy typu
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PI3K doprowadza do fosforylacji kinazy typu Akt, która
zapewnia przetrwanie komórek układu immunologicz-
nego, postuluje się, że wisfatyna, aktywując szlak sy-
gnałowy PI3K/Akt, wykazuje działanie antyapoptotycz-
ne względem tych komórek. Aktywacja kinazy typu B
(PKB) w komórkach, zwanej także kinazą Akt, hamuje
aktywność czynnika transkrypcyjnego (FOXO), zaan-
gażowanego w aktywację procesu apoptozy w komór-
kach. Podobnie niektóre leki cytostatyczne, stosowa-
ne w chemioterapii systemowej, także mogą aktywo-
wać szlak sygnałowy PI3K/Akt, indukując chemoopor-
ność poprzez zwiększenie ekspresji białek antyapop-
totycznych bcl-2 [39]. Wzrost ekspresji wisfatyny za-
obserwowano także w neutrofilach, w odpowiedzi na
sygnał zapalny — lipopolisacharyd (LPS), IL-1b oraz
IL-6. Wisfatyna w neutrofilach hamuje proces apopto-
zy w drodze zależnej od kaspazy 3. Jia i wsp. [6] po-
twierdzili także zwiększoną ekspresję wisfatyny w neu-
trofilach hodowanych in vitro pochodzących od pacjen-
tów znajdujących się w krytycznym stanie posocznicy.
Użyte w doświadczeniu oligonukleotydy antysensow-
ne względem transkryptu kodującego wisfatynę lub
przeciwciała blokujące aktywność wisfatyny zwiększają
odsetek neutrofili wchodzących w drogę programowa-
nej śmierci komórek — apoptozy [6]. W innej pracy

Busso i wsp. [17] wykazali, że egzogenne dostarcze-
nie inhibitora wisfatyny/Nampt skutecznie zmniejsza
sekrecję cytokin prozapalnych w monocytach. Ludz-
kie monocyty hodowane in vitro w obecności inhibito-
ra Nampt — APO866 oraz LPS wykazują mniejszą se-
krecję cytokin prozapalnych (TNF-a, IL-1b oraz IL-6)
w odpowiedzi na sygnał zapalny w przeciwieństwie do
monocytów traktowanych wyłącznie LPS. Zastosowa-
nie inhibitora Nampt (APO866) zmniejsza pulę we-
wnątrzkomórkowego NAD+, nie wpływa jednak na
żywotność monocytów w hodowli in vitro [17].

Podsumowanie

Najbardziej kontrowersyjna obecnie funkcja wisfa-
tyny dotyczy jej właściwości jako hormonu o działaniu
insulino-mimetycznym. W zupełnej sprzeczności po-
zostają dwie doświadczalne prace z użyciem mysich
adipocytów w modelu in vitro. Fukuhara i wsp. wyka-
zali efekt insulino-mimetyczny wisfatyny względem tych
komórek i wskazali, że białko to oddziałuje na komórki
docelowe przez receptor insulinowy [3]. Wyniki badań
Revollo i wsp. [5] zaprzeczają powyższym doniesie-
niom (brak zwiększenia poboru glukozy przez adipo-

Rycina 3. Sugerowane funkcje wisfatyny in vitro; MMPs (matrix metalloproteinases) — metaloproteinaza macierzy pozakomórkowej;
VEGF (vascular endothelial growth factor) — czynnik wzrostu śródbłonka naczyniowego; ICAM-1 (intercellular adhesion molecule) —
międzykomórkowa cząsteczka adhezyjna typu 1; VCAM-1 (vascular cell adhesion molekule) — cząsteczka adhezyjna komórek śród-
błonka typu 1; TNF-a (tumor necrosis factor a) — czynnik martwicy guza a; IL-7 (interleukin 7) — interleukina 7; IL-b (interleukin b) —
interleukina b
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cyty linii 3T3-L1 oraz SGBS in vitro pod wpływem wis-
fatyny/eNampt), a wskazują na to, że wisfatyna/eNampt
wpływa na metabolizm komórek b trzustki w mechani-
zmie zależnym od jej funkcji katalitycznej, a nie poprzez
jej oddziaływanie z receptorem insulinowym [5]. W pra-
cy Song i wsp. [14] wskazano na efekt insulino-mime-
tyczny wisfatyny względem komórek mezangialnych
nerek in vitro w mechanizmie zależnym od jej funkcji
katalitycznej, a także oddziaływania z receptorem in-
sulinowym. W innych pracach potwierdzono wpływ wis-
fatyny/eNampt jako czynnika prozapalnego o funkcji
immunomodulacyjnej. Po pierwsze, wisfatyna pośred-
nio przez zwiększenie wydzielania IL-6 oraz aktywację
czynnika STAT-3, w mechanizmie niezależnym od jej
funkcji katalitycznej, autokrynnie powoduje spadek licz-
by komórek apoptotycznych — neutrofilów w hodowli
in vitro [18]. Po drugie, wisfatyna/eNampt może także
bezpośrednio oddziaływać na makrofagi, komórki den-

drytyczne w warunkach in vitro, stymulując komórki
do sekrecji cytokin prozapalnych IL-6, IL-1b (mecha-
nizm oddziaływania nieznany) na skutek aktywacji we-
wnątrzkomórkowych czynników transkrypcyjnych [7].
Busso i wsp. [17] także potwierdzają funkcję wisfaty-
ny jako enzymu wewnątrzkomórkowego (iNampt) sty-
mulującego sekrecję cytokin prozapalnych przez ko-
mórki immunokompetentne. Ponadto niewiele jest
prac, w których autorzy także wykazaliby wpływ wis-
fatyny na proces proliferacji, angiogenezy i inwazyj-
ności komórek nowotworowych in vitro [2, 11, 25] oraz
wpływ tego białka jako czynnika generującego stres
oksydacyjny w hodowli in vitro [11, 19]. Wydaje się,
że wisfatyna — zależnie od pochodzenia, stężenia
oraz modelu doświadczalnego — może wykazywać
różne funkcje biologiczne o odmiennym mechanizmie
działania, zależnie od użytego modelu in vitro. Na ry-
cinie 3 przedstawiono funkcje wisfatyny in vitro.
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